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Fatty acids are血ovel nutrient factors to regulate血TORCl tys°somal localization
and apoptosis in pod坤S
脂肪酸はmTORClのリソソーム-の移行を介した活性化およびポドサイト
のアポトーシスを制御する.
【日的】糖尿病性腎症(腎症)の主体は蛋白尿を伴う糸球体病変でこ糸球体上皮細胞(ポド
サイト)時事が腎症発症の成由の一つで'ぁると考えられている。 ・ポドサイト嘩分裂能を有さ
ない終未分化細胞であり、アポトーシスによる細胞教の減少が蛋白尿の増悪をもたらすが、
糖尿病はおけるポドサイト障音の梯序は充分に解明されていない。糖尿病状態では血清牌肪
酸濃度の上昇がおこり,これは高血糖と同様に臓器陣容の原因となりうる事が.*告されてい
る。血清の脂肪酸は、飽和脂肪酸、一価不飽和牌肪酸、多価示飽和脂肪酸の3種類に大別さ
れるが、 2型糖尿病患者の血清では飽和脂肪革分画の嘩加が罷められている。この上.うな血
清脂肪酸分画の変化や脂肪酸渡度上昇が、臓器陣容を引き起こす病態に開わっ七いる可能性
が報告されているが、糖尿病におけるポドサイト障害に対する影響と病態との関連は未だ不
明である。また、細胞内栄養シグナルの一つであるmammalian坤of軸amycin compl侃1
(mTORCl)の過剰な活性化が腎症におけるポドサイト障軍に関連し、活性先進の抑制が腎症の
発症進展抑制にづながることが報告されている。 しかし、糖尿病におけるmTORCl活性化機
横も不明である。そこで本研究では、脂肪酸種の違いがポドサイト障害に及ぼす影響および
その分子梯構へのmTORCl活性化の関与を培養ポドサイトを用いて検画した。
(方牡】終未分化細胞であるポドサイトは分裂能を有さないため、韓養実験では温度感受性
遺伝子を導入した不死化培養ボドサイトが用いられることが多い。本研究においてもこの細
胞用いて、暗養温度33℃で増殖させ、 37℃で7 °自以上分化させた細胞を用いて実験を行った。
①各種脂肪酸が培養ポドサイトのアポトーシスに及ぼす影響の検討:培養ポドサイトに飽和
脂肪酸:パルミチン酸、一価不飽和脂肪酸:オレイン酸、多価不飽和脂肪酸:エイコサぺ/
ダニン酸(EPA)を粁直し、アポトーシスをwesternBlot掛こよる切断化Caspase-3および切
断化PARPの蛋白圭定量およびTUNEL染色により評価した。
⑧各御旨肪酸が培養ポドサイトのmTORCl括性に及ぼす影響およびアポトーシスとの関連の
検討:醇養ポドサイトにパルミチン酸、オレイン酸、EPAを鮮直し、 mTORClの活性をwestern
Blot汝によるP70S6KおよびS6蛋白のリン酸畔蛋白量定量により評価した。さらにmTQRCl
選択的阻轟薬であるRapamycinの共群青およびmTORCl構成蛋白である申pbrのRNA干渉
牡を用いた第第抑制を行い、 mTORCl活性の抑制がパルミチン酸によるアポトーシスに及与
す影響を検討した。
③各種脂肪酸が埠養ポドサイトのERストレスに及ぼす影響およびmTORCl活性化を介した
アポトーシス醜尊との関連の検討:培養ポドサイトに′ヾルミチン酸、オレイン酸、 EPAを秤
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直し、ERストレスをWestern別ot酷によるCHOPの弟畢およびPmKのり㌢酸化蛋白畳の定
量、およびC出OPの免疫蛍光染色により評価した。また、 RNA干渉鼓を用いたCHOPの発現
抑制によりBRストレスとアポトーシスの関連を検討した.さらにRapamycinの共幹匿およ
びRaptorの発現抑制を行い、 mTORClの活性抑制が′ヾルミチン酸によるERストレスに及ぼ
す影響を検討した。
③脂肪酸によるroTORCl活性化の織序の検討渦養ポドサイトにパルミチン酸解雇を行い,
mTORClを括性化するAktおよびAMPK経路の活性化をWestern Blot法を用いてAkt S?よび
AMPKのリン酸化により検討した。さらにmTORCl株リソソーム膜上に存在する低分子丑G
タンパク質pe叫こより括性化されているため、その活性はmTORClの細胞質からリノソ
ーム膿-の移行により親節される。そこで.mTORClならびにyリソーム膜に存在するLamp2
蛋白に対する2重蛍光染色にてmTORClの移行を検討した。
◎ヒト胎児由来腎臓細胞(曲K293細胞)を用いた同様の検討:培貴ポドサイトの実験から
得られた鹿黒がポドサイト特異的か非嘩異的かを検討するため由K293細胞を用いて同様の
検封を行うた。　　　　　　　　'
(結果】培養ポドサイ'トにおいて、 ①パルミチン酸肺菅はアポトーシスを扉導.し、・オレイン
酸およびBPAの共押直はこれを抑制した。
②パルミチン酸好直はmTORClを活性化し、オレイン酸および肝Aの共好匿はこれを抑翻
した。さらにrapamycinの共解せおよびR甲tOr尭琵抑制はパルミチン酸によるアポトーシス
の充過を抑制した。
③パルミチン酸肝直はmストレスを蘭導し、オレイン酸および伊Aの共将置はこれを抑制
した。C拭OP発貌抑制はパルミチシ酸によるアポトーシスの先進を抽刺した。さらにrap血ycm
の共和置および軸r発琵抑制はパルミチン酸によるERストレスの先進を抑制した。
⑥パルミチン酸辞直はA由およびAMPKシグナルに影響することなくmTORClのリソリー
ム勝ぺの移動を克遭させ、オレイン酸およびEPAの井野置はこれを抑制した。
⑤月EK293細胞を用レ'、た検封でも培養ポドサイトでの結果と同様に、パルミチン酸は
mTORC lのリソソーム-の移行を充達させることでmTORClを活性化LBRストレスを介し
てアポトーシスを充達させた。オレイン酸およびBPAの共財産はこれらを抑制した。
【考察】アミノ碑やインスリンといった既知のm加択C'l活性化因子に加え、飽和脂肪酸由
mTORClのリソソーム-の移行を充聾させることでmTORClを悟性化す声ことを明らかに
した。飽和頗肪酸によるmTORClの活性化はmストレスを惹起しアポトーシスを辞導した
ことから、既知の栄養因子によるmTORCl活性化とは異なり、飽和脂肪酸による槍嘩化は糖
尿病状態における細胞障害に開与しうる=とが示唆された。さらにこれらの陣等結不飽和脂
肪酸により抑制されることから、血清脂肪酸分画の是正を目的とした薬物療法や食事療捨
が、ポドサイト陣容の抑制、さらには脂肪毒性による勝静陣容抑制につながる新たな拾疎
略となも可催性が示唆された。
(唐許】培養ポドサイトおよびHEK293細胞において飽和脂肪酸はmTORClのリソソーム
の移行を先進させることでmTORClを括性化しERストレスを介してアポトーシスを尤逢さ
せ、不飽和脂肪酸はこれらを抑制した。
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(学位論文審査の結果の要旨)
糖尿病によって増加する血清脂肪酸が、糖尿病性腎症の原因の-つである腎糸球体上皮細胞
(ポドサイト)障害とどのように関連するか、その全容は明らかになっていない。一方、細胞内
シグナル伝達分子mammalian target of rapamycin complex 1 (mTORCl)の過剰な活性化はポ
ドサイも障害を促進することが報告されている。そこで、本研究では脂肪酸とポドサイト障害
との関連を、培養ポドサイトでのアポトーシスおよびmTORCl活性化の関与を含めて検討を行
い、以下の点を明らかにした。
1)飽和脂肪酸のパルミチン酸はアポトーシスを誘導し、一価不飽和脂肪酸のオレイン酸お
よび多価不飽和脂肪酸のエイコサペンタエン酸(EPA)はこのアポトーシス誘導を抑制し
た。
2)パルミチン酸はmTORClを活性化し、オレイン酸およびEPAはこのtnTORCl活性化を抑制
した。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　.
3)パルミチン酸は小胞体(ER)ストレスを誘導し、オレイン酸およびEPAはこのERストレ
ス誘導を抑制した。
4) mTORCl阻害薬ラバマイシンの存在下、または、 mTORCl構成分子Raptorの発現抑制によ
り、パルミチン酸によるアポトーシスおよびERストレスの誘導は抑制された。
5)パルミチン酸はmTORClのリソソーム膜-の移動を促進し、オレイン酸およびEPAはこの
移動を抑制した。
本論文は、脂肪酸がmTORClを介してポドサイト障害を制御する機構について新しい知見を与
えたものであり、最終試験として論文内容に関連した試問を受け合格したので、博士(医学)
の学位論文に値するものと静められた。
(総字数589字)
(平成26年　9月　1日)
